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Die Erfindurig betrif f t . iiposomale •. Formulierungen ' zur . Herstellung 
exnes injizierbaren Depots von Peptid- und .Proteinwirkstoff en zur 
langanhaltenden Freisetzung und Wirkung in einem Saugerkorper . 
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Stand der Technik 




Peptxd- und Proteinwirkstoffe werden im Korper.hach Applikation sehr 
schnell • abgebaut oder ausgeschieden. und ■ mtissen , daher " durch 
wxederholte Injektionen verabreicht ■ warden. ' Urn die patient 
compliance" , zu. erhohen wird ein geeignetes Deliverysystem benStigt 
das den Wirkstoff im Korper. vor Abbau schutzt' und inn nur iangsamin 
die Blutbahn-freigibt. Dazu " werden Depotsysteme eingesetzt ,. 1 dre 
subkutan oder- intramuskular injiziert oder implantlert werden 
Liposomen sind eine mogliche Form eiries . solchen Tragersys terns . Sie 
sxnd ,aufgebaut aus einer oder mehxeren " Lipid-.Doppelschichten und 
umsehliessen in ihrem .Innern ein wassriges , Kompar timent , ■ in welches 
wasserlosliche Substanzen eingeschlossen werden konnen. In die' 
, Lipid-Doppelschicht konnen lipophile- Substanzen eingebaut werden. ' 

in J.Gontroll. Rel. 64 (2000) .155-166,'. in der US 5766627 und anderen • 
Schrif ten der Autoren werden multivesikulSre Aggregate aus Liposomen 
als xn^zierbares Depotsystem far Insulin, Leuprolide und Enkephalin 
vorgestellt, die durch einen Doppelemulsionsprozess gewonnen werden 
Wegen des Zus.atzes . unpolarer Triglyceride sind diese " 
: -Itzzentrischen Aggregate nicht als Liposomen im engeren Sinne 

. aufzufassen, da die Triglyceride keine Bilayermembranen bilden und 
nxcht- in.solche eingebaut werden/- Nachteilig ist weiterhin die ■ 
25N U tzung einer mit .Wasser nicht mischbaren Olphase zur Herstellung 
^ ^Strukturen. Xnsbesondere beim Einschluss • gross erer Proteine 
fuhrt das zur Denaturierung an der" Grenzflache. • EbSnso stellen Reste 
organx sch e, Losungsmitte 1 ein >nicht ■ 2U unterschatze?ldes 
.... regulatonsches. Problem dar. 



20" 



3a 



35 



Fur Depotsysteme finden nach dem ' Stand der . Technik Liposomen ' " 
Verwendung, die .aus neutralen, . anionischen oder " PEG-Lipiden 
zusammengesetzt sind, etwa in der WO 9920301 fur ein Depot von v- ■ 
•interferon, in Diabetes 31. . (1982), . 506-511.- far ein Depot von ' " 
Insulin; weiterhin' in Proc Maf-1 * • " / 

v^im^. ' . : Nat -' Acid ' SCI -. 88 _.<«»i)L-« Lfg£ 

In BBA 1328 ,1997,. 26 l- 272 „ erden ' verschiedene lip<Wle Systrae Y 
(unilamellar und -Util^W, aus Ei-PC. Ei-.PG. D PPC. DPFg] PS ' und 
Cholestin au£ deren Aufnatae ins Lynphsystem und der Biovertsilung 
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nach subkutaner Gabe hip untersucht Der ■ Review-Artikel . Advanced 
Drug Delivery Reviews ■ 50 (2001) , ■ 143-156 schliesst an dieae 
Untersuchungen an. Hier wird gezeigt, . dass kleinere ■ Liposomen 
«150nm) ,aus einem subkutanen Depot in die Lymphe auswandem. 

Nach dem Stand . der Technik- werden also neutrale und negativ geladene 
Lxposomen fur .. liposomale Depotsysteme verwendet: Die Liposomen 
mussen eine • Mindestgr6sse aufweisen, urn- nicht in die Lymphe 
ab^uwandem. ■ 

Die Herstellung grosser Liposomen von deutlich mehr als "15 tan. 1st 
aber mit technischen und regulatorischen Schwierigkeiten verbunden 
.Insbesondere ist-ldann die wurischenswerte Sterilf iltration der' 
Partikel nach deren Herstellung nichfc mehr moglich. 



Aufgabe- der .Erfindung war es nun, neue stabile- liposomale 
Depotformulierungen bereitzustellen, die eine langfristige 

.Frexsetzung des Wirkstoffes uber mindestens eine Woche erreichen 
kexnen oder nur vernachlassigbaren „burst release" zeigen und eine 

. gute Vertraglichkeit im Organismus aufweis 
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Zusammenf assung der Erfindung 

25_ • 

^Die. Aufgabe wird- gelost durch die Formulierung ' der Wirkstof f e ' in 
- LlP ° SOmen ' die in ^esondere bei der Anwendung als ' Depot in Form von 
Aggregatenvorliegen. Solche Liposomen umfassen in' einer Ausfuhrung 
der Erfxndung neben neutralen Lipiden auch kationische Lipide. ' ' 

Die Erfindung basiert auf der Beobachtung, ■ dass • positiv geladene 
Lxposomen gut mit K.omponenten . des Serums oder der 
interstitialfiassigkeit aggregieren und .in diesem Zustand an- . der 
subkutanen oder intramuskularen Einstichs telle vSrbleibeh mussen 
Exn Wegdiffundieren des * Depots von der Einstichstelle wird damit 
vermieden. ' 
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Ausfuhrliclie Beschreibung der Erfindung 



• ■ In. ei-ner beyorzugten Ausftthrung der vorliegenden Erf indung werden 
5 Liposomen, die aus neutralen .und kationischen' Lipiden aufgebaut 
• sind. als liposomals Depotsystem far die verzogerte Freisetzung von 
therapeutischen Peptiden und Proteineh eingesetzt. Da therapeutische 
Peptide undProteine im Korper sehr schnell abgebaut werden, mussen 
diese . durch wiederholte Injektionen .verabreicht ' werden. Die ' fur 
. 10 diese Ausfuhrung der Erfindung relevanten Peptide" und Proteins,, 
deren Analoga, zugehorige Peptide, Fragmente, Inhibitoren und 
Anatagonisten, sind.z.B.: Transforming growth factors . (TGF-alpha ■ 
^.TGF-beta), Interleukine .(IL-1, IL-2, IL-3 ) , . Interf erone (IFN-alpha, 
IFN-beta, IFN-gamma) , Calcitonins, Insulin-like growth factors ( IGF- 
15 1, IGF-.2), Parathyroid' hormone, ' Granulozyten-Makrophagen 

. stimulierender , Faktor (GMCSF) , Makrophagen stimulierender Faktor 
(MCSF) , Erythropoetin, -Insuline, . Amyline, Glucagone, • Lipocortine 
Wachstumshormone, Somatostatin, Gonadotropin releasing hormone 
(GNRH), Luteinizing- hormone releasing, hormone (LHRH) , Platelet- 
20 derived • growth factor;. Thromboplastin-Aktivatoren, ■ Gewebe 
Plasminogen Aktivatoren, . Streptokinase, ' Vasopressin, 

Muramyldipeptide (MDP) ; Atrial natur.etic factor (ANF.) , Calcitonin 
gene-related Peptid . (CGRP) , Bombesin, Enkephalin, Vasoaktives 
mtestinales Peptid (VIP) , Epidermal growth factor (EGF) , Fibroblast 
growth 'factor (FGF) , Growth hormone releasing hormone (GRH) , Peptid 
|T und Peptid T Amide, / Herpes Virus ' Inhibitor, Virus Replikations 
inhibitions Faktor, losliches CD4 , ACTH und ■ Fragmente,. Angiotensin, 
und ACE . inhibitoren, Bradykinin (BK) , Hypercalcemia malignancy 
factor (PTH like adenylate cyclase-stimulating protein), beta- 
30- t casomorphins., chemotactic peptides and inhibitors, corticotropin 
releasing factor (CRF) , caerulein, cholecystokinins + Fragmente und 
Analoga, Galahin, gastric inhibitory polypeptide. (GIP) , gastrins, ' 
gastrin releasing peptide (GRP) , ! motilin, PHI peptides, PHM . 
. peptides, peptide YY, secretins, melanocyte stimulating hormone 
35 (MSH) , neuropeptide Y (NPY) , neuromedins, neuropeptide K 
neurotensins,, phosphate acceptor peptide (c-AMP protein' kinase 
substrates), Oxytocine, substance P, TRH - sowie Fragmente, Analoga 
und Derivate dieser Stoffe. 
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• Fur dis Herstellung;der Liposomen werden nach 'dem Stand der Technik 
etablierte. Verfahren, wie ■ Extrusion dure* Polycarbonat-Membranen 
Ethanolinjektion oder Hochdruckhomogenisation verwendet.. 

Als Lipide kommen membranbildende und membranstandige Lipide in 
Frage, wbbei .diese natUrlichen oder synthetischen ' Ursprungs sein 
kennen. Hierzu zahlen . insbesondere Cholesterin und . Derivate, 
Phosphatidylcholine, Phosphatidyl ethanolamine als neutrale Lipide 
Besonders bevorzugt ; werden die, vollstandig gesattigten Verbindungen 
dxeser Klasse verwendet, • also beispielsweise Dipalmitoyl- 
•Phosphatidylcholln oder Distearoylphosphatidylcholin. ' 

Kationische- Lipide- zur Ausftthrung der Erfindung umfassen 
beispielsweise: 

DAC-Chol 3-P-[N-(N,N'-dimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol 
DC-Choi 3-P-[ N -(N.',N'-dimethylaminoethane) carbamoyl J cholesterol 
TC-Chol 3-:|3- [N- (N' ,N' , N'-trimethylaminoethane) carbamoyl] 

cholesterol . 

B6SC Bis-guanidihium- spermidine- cholesterol - ' 

BGTC Bis-guanidinium-tren-cholestero'l, 

DOTAP (l^-dioleoyloxypropylJ-N^.N-trimethylammonium chlorid 
DOSPER (l f .3-d'ioleoyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid) 
DOTMA ^^-dioleyloxYpropylJ-N^^-trimethylammonium chlorid) 

(Lipof ectin®) , 

W-E (l,2-dioleyloxypropyl,-3 dime thy Ihydroxye thy 1 ammoniumbromid) 
DOSC (l,2-dioleoyl-3-succinyl-sn-glycerl cholinester) ' . , 

DOGSDSO (l^-dioleoyl- S n-glycero-3-succinyl-2hydroxyethyl. disulfide 
ornithin) < 

30 . DDAB bimethyldioctadecylammonium bromid ' 

DOGS ((C18) 2 Gly S per3 + ) • . N,N-dioct a decylamido-glycyl-spermin 

(Trans fee tarn®) • 

(C18) 2 Gly + ' N ,N-dioctadecylamido-glycin \ . . 

DOEPC l'2-dioleoyl- sn -gl yC e r o-3-ethylphosphocholin oder andere ' 0- 
Alkyl-Phosphatidylcholin oder-ethanolamine , 
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Bevorzugte kationische Lipide zur Ausfuhrung der Erfindung umfass.en . 
Cholesteryl 3 p-N- (Dimethyl -amirioethyl) carbamat (DC-Choi) , DAC-Chol, 
; (N- [1- (2 ,,3-Dioleoyioxy) propyl] -N,N,N^trimethylammonium .Salz (D0TAP) . 

5 In einer bevorzugten Zusammensetzung werden gesattigte synthetische 
Phosphatidylcholine; wie DMPC,- DPPC oder DSPC, Cholesterin, die 
• kationischen Lipide DC-Choi , DAC-Chol oder DOTAP verwendet, wobei 
. ganz besonders bevorzugf der Anteil der kationischen Lipide zwischen 
5 und 20mol% betragt und der Anteil aller sterolbas'ierten Lipide 
10 zwischen 35 und 50% betragt. 



Die Grefie' der Liposomen variiert von 20-1000 nm, bevorzugt- von 50- 
800 nm .und .ganz besonders bevorzugt von 150-300 nm. 




Fur den Einschluss' des gewrtlnschten Wirkstof fes in die Liposomen wird 
dieser in einer Pufferlosung gelSst, mit welcher dann die 'Liposomen 
hergestellt werden. Urn -hohe Einschlussraten zu erzielen, wird in 
einem bevorzugten Verfahren der Erfindung bei einem. pH-Wert 
gearbeitet,. bei welchem der Peptid- oder Proteinwirkstof f . in einem 
anionischeh Ladungszustand .vorliegt. Ftir viele Proteine oder Peptide 
ist das unteir physiologischen Bedingungen, d.h. . bei einem pH-wert 
zwischen 7 und 8 ' der Fall.. Die Ladung 1 der Wirkstoff e bei einem 
gegebenen pH kann aus Datenbanken entnommen werden,. etwa der SWISS- 
PROT oder lasst sich nach bekannten Algorithmen berechnen.. 
Bei diesem Verfahren werden die Liposomen bei niedrigen Ionenstarken 
hergestellt, urn eine. maximale Wechselwirkung des Wirkstoffes an die 
•membranbildenden• Substanzen zu erreichen; •. 

Nach der Liposomenpraparation wird nicht eingeschlossener Wirkstoff- 
von der Oberflache der Liposomen . entfernt . Das ■ geschieht durch eine 
Auflosung der best eheriden Wechselwirkung (z.B. Anderung des . pH- 
Wertes . oder ErhShung der Ionenstarke) . per .freie Wirkstoff ' kahn ' 
mittels eines geeigneten Trennverf ahrens abgetrennt werden. Hierfur. 
kennen chromatographische Verfahren, Zen tr if ugat ion, Dialyse oder 
Ultrafiltration verwendet werden. Diese Abtrennung ist wesentlich 
fur die Minimierung eines „burst release"-, die Erfindung wird 
bevorzugt unter Einbeziehung dieses Schrittes ausgeftihrt. 

In einer vorteilhaf ten Ausgestaltung der Erfindung. werden- pH- 
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sensitiv kationische Lipide eingesetzt,. wie sie in WO 02.066490 und 
US 5965434 beispielhaft offenbart sind. Solche Lipo^omen konnen 
durch pH-Wechsel in.einen anderen' Ladungszustand gebracht werden und 
ermoglichen so die einfaehe . Abtrennung von aussen anhaf tendem . 
Wirkstoff . Beispiele fur pH-sensitiv kationische Verbindungen sirid:- 

His-Chol Histaminyl-Cholesteroihemisuccinat, , 

Mo-Chol Morpholin-N-ethylamino-cholesterolhemisuccinat. 

. ■ 

Anschliefiend wird die Erfindurig an Beispielen- weiter ■ erlautert, ohne 
auf diese -AusfOhrungen begrenzt zu -sein. 
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Beispiele 



Beispiel 1 



5 Einschluss von Insulin in Liposomen 
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Ein Gemisch aus 60 mol% DPPC, 10 mol% DC-Choi und 30 mol% Choi wird. 
bei 50 °C in Chloroform gelost- und anschliefiend im * 

Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mit soviel human- Insulin-Losung (rekombinahtes /Insulin) (4 , 
mg/ml Insulin in lOmM HEPES , 300 mM Sucrose, pH7,5) versetzt,. dass 
eine 5 OmM Suspension entsteht .■ AnschlieSei^d wird- die's e Suspension . 1 
fur 45 Minuten im Wasserbad bei 50?C unter Rotieren .hydratisiert " und 
fur weitere 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt: Danach wird die ' 
Suspension eingefroreh. Es folgen 3 Einfrier- uhd Auf tauprozesse, 
wobei ".pach. deih Auftauen jeweils eine ' 5-minutige Behandlung im 
Ultraschallbad erf olgt . I • 

Nach dem let z ten Auftauen werden ,die Liposomen mehrfach durch eine 
Membran mit eiher Porenweite. von 200nm oder 400nm extrudiert 
(Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membrah .mit einer." Porenweite von 
200 oder 400nm) . Nach der. Extrusion wird die erhaltene Suspension • 
durch Ziigabe. einer Stammlosung Glycin-HCl/ pH=3,5 und NaCl. 
umgepuffert. Nach einer Filtration der Liposomen durch 0,8 jarr 
erfolgt die Abtrennung des nicht-eingeschlossenen Insulins liber eine 
Gel filtration (S-200-Saule, Pharmacia) . ( Durch Zugabe einer HEPES- - 
Stammlosung,- pH=7,5 wird wieder ein physiologischer pH eingestellt. 
Die Menge-'des einges chloss enen Insulins wird'.nach der .Freisetzung 
aus den Liposomen' mitf els eines ELISA (DRG-ELISA-Kit) bestimmt. Es 
ergeben sich Einschlussquoten -tfon 50-60 % Insulin. 
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Beispiel 2 §Ss,5 

Einschluss von Inulin in Liposome* ® 9®^©nf|p|af 

Ein Gemisch\ aus 60 mol% DPPC, 10 mol% DC-Choi und 30 mol% Choi wird 
bei 50 °C in Chloroform gelost und anschlieSend im 

Rotationsverdampf er im Vakuum vollstandig' getrocknet. Der Lipidfilm 
wird mit soviel 3H-Inulin-L6sung ' (18 , 5- MBq/ml 3H-Inulin in 10 mM* 
HEPES f 150 mM NaCl/pH 7,5) versetzt, dass eine lOOmM Suspension 
entsteht. Anschliefiend wird diese Suspension fur 45 Minuten im 
Wasserbad bei 50°C unter Rotieren hydratisiext : Danach wird die 
Suspension 'eingefrbren. 

•Nach dem Auftauen werden'die Liposomen mehr f ach * durch. eine Membrah 
mit einer" Porenweite von 50', 200 oder 400 run;, extrudiert (Avestin 
LiposoFast, Polycarbpnat-^enibran mit einer Porenweite von 50 nm, 2.00 
nm oder 400 .nm) . Die Abtrennung des nicht-eingeschlossenen 3H-r 
Inulins erfolgt iiber ..eine Gelf iltr/ation- (G75-Saule, Pharmacia). -Die 
Menge des' eingeschlos serpen 3H-Inulins wird nach der Abtrennung im 
Scintillationszahler bestimmt. Es ergeben sich Einschlussquoten von, 
20-30 % 3H-Inulin. 



Beispiel 3' 

Einsatz von liposomalen Depotsystemen ' im Tiermodell 

Positiv geladene* Liposomen nach Beispiel 2 wurden in einer 
Konzentration von 12,5 mM Lipid in einem Volumen von 0,5mL subkutan 
in gesunde Ratten injiziert. Eine Kontrollprobe mit Leerliposomen 
.und 3H-Inulin wurde ebenfalls in einem Vo lumen" von 0,5' mL subkutan 
verabreicht. Die pharmakokinetischen Daten wurden durch Blutabnahmen 
zu verschiedenen Zeitpunkten und anschliessende 

Scintillationsmessungen bestimmt. Die gesamte Versuchsdauer der 
Tiersfcudie betrug 2 Wochen. Nur bei zwei Formulierungen zeigten die 
Tiere laut BefUndung leichte, lokaie adverse Reaktionen (Rotungen an 
der Inj^ktionsstelle) ■, die aber nach spatestens 10 Tageri abgeheilt 
waren. Das Allgemeinbef inden aller Tiere war uber die Versuchsdauer 
gut. Die Formulierungen uhd die relativ*en Bioverf ugbarkeiten bis 
t=33 6 h sind in folgender Tabelle dargestellt: 
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Formul ierung 
• 


Zusammensetzung 


Relative Bioverfxigbarkeit 
• bis t=336 h, [%] 


K 2 


DPPC/DPPG/Chol 


100 " " 




50:10:40 (200 nm) 






\ + 3H-Inulin aussen 


^ 


P15 


DPPC/DC-Chol /Choi 


23,6 .., . 




60*:10:30 (200 run) 
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Abbildung 1 

Ver.gleich der "liposomal en Depotsystepe der vorliegenden Erfindung 
mit der -injiz'ierten Kontrollprobe dim .Tiermodell 
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Patentanspruche . B© 0Gg&X&fnpl£» 

1. - Abgabesystem zuf verzogerten Wirkstof ff reisetzung, ' dadurch 

gekennzeichriet, dass es Liposomen enthaltehd neutrale und 
kationische Lipide, sowie einen Wirkstof f umfasst. 

-• 

2. Abgabesystem nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass die 
Liposomen pH-sensitiv kationische Lijpide umfass^n. 

it • • : 

3. Abgabesystem hach* 'einem der vorgehenden Anspruche , dadurch . 
gekennzeichnet'/. dass der Wirkstof f ein therapeutis^ches Peptid 
oder Protein umfass,t. 

4. ' Abgabesystem nach einem der vorgehenden. An sprtiche, dadurch 

gekennzeichnet, dass der Wirkstof f zu mindestens 90% im Liposiim . 
eingeschlossen ist und, weniger ' als 10% sich .aufierhalb des 
Liposoms befi'ndet.' 

5. Abgabesystem zur verzogerten Wirkstof ff reisetzung nach einem 
der vorgehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dass die 
Abgabe des Wirkstof fes mindesteiis 1 Woche anhalt. 

6. Abgabesystem nach einem der vorgehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass. die Liposomen 

- aus gesatt'igten synthetischen Phosphatidylcho linen, 
' ausgewahlt aus der • Gruppe DMPC , DPPC und/oder DSPC,. 

- aus Cholesterol,. ( « 
die k^tionischen Lipide. ausgewahlt aus der Gruppe DC-.Chol, ' 

DAC-Chol und/oder DOTAP 
zusammengesetzt sind. . - 

7. Abgabesystem nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
kationischen Lipide ph-sensitiv kationisch sind und ausgewahlt 
'aus der Gruppe' His -Choi und/oder Mo-Chol . 
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8. Abgabesystem nach. den vorgehenden Anspnichen 6 oder 7/ dadurch ■ " 

• gekennzeichnet, dass der Anteil der kationischen Lipide 
zwischen 5 und 20mol% betragt und der Anteil aller 
sterolbasierten Lipide zwischen 35 und 50% betragt. 

9. ' * Abgabesys tern nach einem der vorgehenden • Ansprtiche , dadurch 

. gekennzeichnet, dass die GroSe der Liposomen ^variiert von 20- 
.1000 run, insbesondere' vori 50-800 11m, bevorzugt von 150-3 00 nm. 

10. Verfahren zur Herstellung eines liposomalen Depots aus 
kationischen Lipiden dadurch gekennzeichnet, dass 

- Liposomen in Gegenwart von" Wirks toff heirgestellt werden, ' 
wobei bei einem pHr-Wert gearbeitet wiird, bei welchem der 
Peptid- oder Proteinwirksto'f f in einem anionischen 
Ladungszustand vorliegt./- 

- riichteingeschlossener/ iiberschussiger Wirkstoff von den 
Liposomen, abgetrennt wird. \ 

1.1. Verwendung des Abgabesys terns nach einem der vorhergehenden • 

• Anspruche zur Herstellung eines Arzneimittels . 

12. Verwendung des Abgabesys terns nach einem der vorhergehenden 
Anspruche zur subkutanen ' oder intfamuskular^n Applikation. ' 
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